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Sommario 
Il Traslocatore proteico 18kDa (TSPO) è una proteina costituita da cinque domini 
transmembrana, localizzata sulla membrana mitocondriale esterna, in particolare 
nei punti di contatto tra membrana esterna ed interna del mitocondrio. 
Nonostante il TSPO sia una proteina ubiquitaria, risulta altamente espresso nei 
tessuti steroidogenici quali surrene e gonadi a livello periferico e nella glia a livello 
centrale. Studi in vivo e in vitro hanno suggerito che il TSPO fa parte del complesso 
multiproteico che determina la traslocazione del colesterolo dal citoplasma alla 
membrana mitocondriale interna (considerato lo stadio limitante della 
steroidogenesi), dove l’enzima citocromo P450 CYP11A1 lo converte in 
pregnenolone, il precursore di tutti gli steroidi. A livello centrale tali steroidi 
prendono il nome di neurosteroidi ed hanno la capacità di modulare l’attività del 
sistema nervoso. Dato il coinvolgimento di queste molecole endogene in 
numerose funzioni del SNC e dato che alterazioni dei loro livelli sono state 
osservate in disordini psichiatrici tra cui disturbi dell’ansia, depressione e 
schizofrenia, il TSPO risulta un promettente target farmacologico e i suoi ligandi, 
quali promotori della neurosteroidogenesi, sono stati proposti come innovativi 
strumenti terapeutici. Tali molecole, così come le benzodiazepine, mostrano 
un’azione ansiolitica senza, tuttavia, provocare i tipici effetti collaterali delle 
benzodiazepine.  
I programmi tradizionali di drug discovery, basati sulla stima dell’affinità di legame 
del ligando sintetico al target, hanno permesso di ottenere composti altamente 
affini al TSPO a cui però spesso non corrisponde un’elevata efficacia 
steroidogenica. Infatti uno dei problemi più ricorrenti riguardo i ligandi del TSPO 
consiste nella mancanza di correlazione tra affinità di legame ed efficacia 
steroidogenica. Questo fenomeno ha limitato, non solo l’identificazione di 
composti lead durante i programmi di drug discovery, ma ha anche messo in 
dubbio la specificità degli effetti osservati. Studi recenti hanno mostrato che 
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l’affinità di un farmaco per il suo target non definisce direttamente la sua azione 
biologica e la sua efficacia, che possono invece essere correlate al tempo che il 
farmaco spende in contatto con il suo target. Tale parametro è noto come 
“Residence Time” (RT) e corrisponde al reciproco della costante cinetica di 
dissociazione (Koff).  
Nel presente lavoro di tesi è stato determinato il valore di RT di alcuni ligandi 
sintetici del TSPO, tra cui composti appartenenti alla classe dei PIGA (composti a 
struttura fenil-indol-gliossilammidica) e l’XBD173 (chiamato anche Emapunil o AC-
5216), un promettente candidato ansiolitico. È stato quindi investigato se il 
parametro RT è in grado di stimare in maniera più accurata l’efficacia 
steroidogenica dei ligandi del TSPO rispetto all’affinità di legame. Il valore di RT è 
stato determinato tramite saggio cinetico di binding radioattivo di associazione 
competitiva su membrane di rene e surrene di ratto utilizzando come probe 
radioattivo il PK11195 triziato, un ligando classico del TSPO. In parallelo, è stata 
valutata la capacità di tali composti di stimolare la steroidogenesi in termini di 
produzione di pregnenolone in un modello steroidogenico in vitro ben validato. 
Infine, per due dei composti testati, in collaborazione con un gruppo di ricerca di 
farmacologi, ne è stata valutata l’attività ansiolitica in vivo utilizzando il test 
Elevated Plus Maze. I dati ottenuti hanno dimostrato che ligandi caratterizzati da 
un lungo RT, a prescindere dalla loro affinità di legame, sono associati ad un’alta 
efficacia steroidogenica. Le prove in vivo hanno suggerito che un lungo RT 
potrebbe essere predittivo anche della promettente attività ansiolitica di un 
ligando del TSPO. Al fine di ottimizzare la selezione di ligandi basata sul parametro 
RT nei processi di drug discovery, è stato messo a punto un metodo di screening di 
binding radioattivo più rapido rispetto al laborioso saggio cinetico di associazione 
competitiva. Questo nuovo approccio richiede due soli tempi di incubazione per 
testare ogni ligando e sebbene questo metodo non permetta di quantificare 
esattamente il valore di RT, consente di predire se un ligando presenti un lungo o 
breve RT.  
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1.1 Il Traslocatore Proteico Mitocondriale 18kDa (TSPO)  
 
Il Traslocatore Proteico Mitocondriale 18kDa (TSPO) è stato identificato nel 1977 a 
livello del tessuto renale come sito di legame periferico per il Diazepam e 
denominato per questo recettore periferico delle benzodiazepine (PBR), per 
distinguerlo dal recettore centrale delle benzodiazepine (CBR), associato al 
recettore GABAA (Baestrup, C. et al., 1977).   
Negli anni sono stati proposti diversi nomi alternativi per il PBR in funzione delle 
nuove scoperte riguardo la localizzazione, la struttura e le diverse funzioni della 
proteina. Infatti è stato osservato che non interagisce esclusivamente con le 
benzodiazepine, che non è localizzato esclusivamente a livello periferico e che non 
presenta una struttura recettoriale tradizionale. Recentemente la comunità 
scientifica gli ha attribuito la denominazione di Traslocatore Proteico 
Mitocondriale 18kDa (TSPO), nome che descrive in modo più specifico le sue 
funzioni a livello cellulare, tra cui il trasporto di molecole quali il colesterolo e le 
porfirine.  
Nonostante i meccanismi molecolari alla base delle funzioni attribuite al TSPO non 
siano del tutto chiariti, il suo coinvolgimento è stato osservato in numerosi 
processi biologici tra cui la respirazione cellulare, la modulazione dei canali del 
calcio voltaggio-dipendenti, la crescita e il differenziamento cellulare, l’induzione 
dell’apoptosi, l’immunomodulazione, il trasporto delle porfirine, la biosintesi 
dell’eme, la risposta allo stress ossidativo e la steroidogenesi (Caballero, B. et al., 
2013; Papadopoulos, V. et al., 2015).  
Viste le numerose funzioni in cui è coinvolto, il TSPO rappresenta un target 
farmacologico di notevole interesse e i suoi ligandi sono stati proposti come 
innovativi strumenti terapeutici per il trattamento di numerose condizioni 
patologiche tra cui: disturbi dell’ansia (disturbo ossessivo-compulsivo, d’ansia 
sociale, d’ansia generalizzata, d’ansia da separazione dell’adulto), disturbo post-
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traumatico da stress, depressione, patologie neurodegenerative, 
neuroinfiammazione e cancro.  
Rispetto alla sua azione steroidogenica, è stata dimostrata, in seguito all’induzione 
di un danno a livello centrale, una iperespressione del TSPO e delle proteine 
steroidogeniche associate e un aumento locale del livello di steroidi. Tale evidenza 
ha suggerito un ruolo neuroprotettivo del TSPO mediato dalla neurosteroidogenesi 
(Papadopoulos, V. et al., 2015).  
 
1.2 Localizzazione, struttura e funzione steroidogenica del TSPO 
 
Localizzazione: il TSPO è una proteina pressoché ubiquitaria, infatti è stata 
osservata la sua presenza nel rene, nel cuore, nel polmone, nel tessuto 
ematopoietico, nel sistema nervoso centrale e nei tessuti endocrini. Risulta 
altamente espresso nei tessuti steroidogenici, sia a livello periferico (surrene, 
gonadi) che a livello centrale (cellule gliali) (Campiani, G. et al., 1996).   
A livello subcellulare il TSPO è localizzato nel mitocondrio, in particolare nelle zone 
di contatto tra la membrana esterna ed interna del mitocondrio. Il TSPO è stato 
tuttavia identificato anche a livello nucleare nelle cellule cancerose, sulla 
membrana plasmatica degli eritrociti e sulle membrane di altri organelli cellulari.  
Struttura: il TSPO è una proteina evolutivamente conservata, ha un peso 
molecolare di 18kDa, è altamente idrofobica ed è costituita da 169 amminoacidi. 
La struttura secondaria è costituita da cinque domini transmembrana ad α-elica, 
ciascuno dei quali costituito da 21 amminoacidi, che attraversano il doppio strato 
fosfolipidico della membrana mitocondriale esterna. L’estremità carbossi-
terminale è situata nel citoplasma, l’estremità ammino-terminale è rivolta verso 
l’interno del mitocondrio (Jamin, N. et al., 2005) (Fig.1).  
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Figura 1. Struttura del TSPO. Sequenza amminoacidica completa. (adattata da Austin, C. 
et al., 2013) 
 
È stato suggerito che, a livello mitocondriale, il TSPO prende parte alla regolazione 
dell’attività del poro di transizione di permeabilità mitocondriale (mitochondrial 
permeability transition pore, MTPT), la cui struttura non è ancora stata del tutto 
chiarita.  
Ad oggi sono state identificate quattro proteine citoplasmatiche in grado di 
interagire con il complesso del TSPO: 
 StAR (Steroidogenic Acute Regulatory Protein), proteina che lega il 
colesterolo e ne promuove il trasferimento mitocondriale 
 PAP7 (PBR associated protein 7), proteina che regola anch’essa la 
steroidogenesi 
 PRAX-1 (Peripheral Benzodiazepine Receptor associated Protein 1), proteina 
la cui funzione non è ancora chiarita, si ritiene comunque che sia coinvolta 
nella traslocazione, associandosi al TSPO  
 P10 , proteina di 10kDa che co-immunoprecipita con il TSPO 
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Sono stati svolti studi di molecular modeling e di mutagenesi sito specifica per 
identificare potenziali siti di legame del colesterolo al TSPO. Dall’analisi 3D della 
proteina è emerso che i cinque domini ad α-elica collaborano per formare un 
canale in grado di legare una molecola di colesterolo (Rone, M. et al., 2009). Questi 
studi hanno mostrato un coinvolgimento della regione citosolica carbossi-
terminale (amminoacido 144-169) del TSPO nel trasporto del colesterolo, 
evidenziando in tale regione una sequenza amminoacidica consenso di 
riconoscimento del colesterolo (CRAC) che contiene la maggior parte degli 
elementi critici che regolano il legame e il trasporto del colesterolo (Jamin, N. et 
al., 2005).  
Funzione steroidogenica/neurosteroidogenica: numerosi studi hanno evidenziato 
che la proteina StAR (Steroidogenic Acute Regulatory protein) è implicata nella 
regolazione della steroidogenesi, inducendo il trasporto del colesterolo all’interno 
del mitocondrio, mediato dalla porzione del TSPO situata sulla membrana 
mitocondriale esterna. Ciò ha reso evidente la necessità di un’interazione tra StAR 
e TSPO nel processo di biosintesi degli steroidi (Fig. 3).  
All’interno della proteina StAR è stato identificato un dominio START (StAR-related 
lipid transfer) formato da 210 amminoacidi, con un importante ruolo nel legame 
con il colesterolo, in quanto è in grado di formare un canale idrofobico in grado di 
accogliere tale molecola. A livello della membrana mitocondriale esterna, la 
proteina StAR viene fosforilata dalla proteina chinasi A (PKA) ed interagisce con la 
proteina adattatrice PAP7 mediando il trasporto del colesterolo al TSPO. I risultati 
di tali studi hanno permesso di ipotizzare che il TSPO possa essere considerato 
come una sorta di “cancello” coinvolto nel passaggio di colesterolo e proteine 
all’interno del mitocondrio e che la proteina StAR gioca un ruolo di attivatore 
ormone-indotto, collaborando nella traslocazione del colesterolo (Rone, M. et al., 
2009).  
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Figura 2. Traffico del colesterolo al mitocondrio (Rone, M. et al., 2009).  
 
Il TSPO, quindi, riveste un ruolo fondamentale nella steroidogenesi e l’ingresso del 
colesterolo all’interno del mitocondrio è considerato lo stadio limitante del 
processo di biosintesi degli steroidi.  
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Figura 3. Siti di legame della proteina StAR e del TSPO. A) Modello molecolare della 
proteina StAR umana con il colesterolo (marrone); B) Modello molecolare del TSPO in 
presenza del colesterolo; C) Dominio CRAC del TSPO e colesterolo; D) Docking molecolare 
del colesterolo al dominio CRAC del TSPO (le superfici della proteina e del colesterolo sono 
rappresentate in rosso e blu rispettivamente). (Rone, M. et al., 2009).  
 
Nella membrana mitocondriale interna è presente l’enzima citocromo P450 side-
chain cleavage (CYP450scc, oggi chiamato CYP11A1) che converte il colesterolo in 
pregnenolone, il precursore di tutti gli steroidi. Tale conversione avviene 
attraverso tre reazioni: idrossilazione in posizione 20, idrossilazione in posizione 22 
e scissione del legame carbonio 20 e carbonio 22. Queste reazioni avvengono 
attraverso la formazione di due intermedi, il 22R-idrossicolesterolo e il 20,22-
idrossicolesterolo (Miller, W.L. et al., 2007). 
Il pregnenolone formato, può andare incontro a diversi destini:  
 può rimanere nel mitocondrio, dove viene idrossilato a 20α-
idrossipregnenolone sempre ad opera dell’enzima CYP11A1 
 può uscire dal mitocondrio e raggiungere il reticolo endoplasmatico, dove 
attraverso vie enzimatiche diverse porta alla formazione di 20α-diidro-
pregnenolone, progesterone (PROG, che viene trasformato in 
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androstenedione, quindi in testosterone e infine estradiolo), 
deidropiandrosterone (DHEA, da cui si possono ottenere androstenedione, 
testosterone e estradiolo), 7α-idrossipregnenolone (anch’esso trasformato 
in DHEA) (Rupprecht, R. et al., 2003) (Fig. 4).  
 
 
Figura 4. Schema di sintesi degli steroidi (adattata da www.lem.ch.unito.it) 
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1.3 Ligandi endogeni e di sintesi del TSPO 
Una delle prime molecole endogene identificate con alta affinità per il TSPO isolata 
sia a livello centrale che periferico, soprattutto a livello di rene, surrene e gonadi, è 
stato un residuo di neuropeptide di 11kDa composto da 86 amminoacidi che 
inibisce il legame del Diazepam con il sito recettoriale delle benzodiazepine, 
chiamato appunto “inibitore del legame del Diazepam” (DBI), il precursore delle 
endozepine, una famiglia di neuropeptidi capaci di spiazzare le benzodiazepine dal 
loro sito di legame sul recettore GABAA.   
Oltre a tale molecola e ad i suoi metaboliti sono stati identificati altri ligandi 
endogeni con alta affinità per il TSPO come le porfirine (protoporfirina IX, 
mesoporfirina IX ed emina) e il colesterolo. 
Alcuni composti di sintesi del TSPO hanno mostrato capacità di aumentare la 
biosintesi di steroidi/neurosteroidi, come pregnenolone ed allopregnenolone, che 
sono modulatori allosterici positivi del recettore GABAA.  
Negli ultimi decenni sono stati sviluppati diversi ligandi di nuova sintesi del TSPO 
che sono stati testati per la loro potenziale capacità di stimolare la steroidogenesi 
e modulare la attività del recettore GABAA, in Tab.1 sono riportati alcuni esempi: 
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Tabella 1. Effetti di alcuni ligandi sintetici del TSPO. 
Ligando del TSPO Effetto References 
XBD173 (Emapunil, AC-
5216) 
Potenziamento della 
neurotrasmissione 
GABA-ergica 
Rupprecht, R. et al., 
2009 
Etifoxine Aumento dei livelli di 
neurosteroidi 
Verleye, M. et al.,  
2005 
FGIN-1 (arylindole-
acetamide derivates) 
Stimolazione della 
produzione di 
pregnenolone 
Kozikowski, A.P. et al., 
1993 
Pyrrolobenzoxazepine 
derivates 
Stimolazione della 
produzione di 
pregnenolone 
Campiani, G. et al.,  
2002 
Pyridopyrrolobenzoxazepine 
derivates 
Stimolazione della 
produzione di 
pregnenolone 
Amsterdam, A. et al., 
1991 
PIGA (phenylindolyl-
glyoxylamide derivates) 
Stimolazione  della 
produzione di 
pregnenolone 
Primofiore, G. et al., 
2004 
M-PIGA (N,N-di-n-propyl-2-
(4-methylphenyl)indol-3-
ylglyoxylamide 
Stimolazione della 
produzione di 
progesterone e 
allopregnenolone 
Costa, B. et al., 
2010 
 
 
1.4 Effetti ansiolitici di ligandi del TSPO  
I neurosteroidi sono molecole che hanno la capacità di controllare l’eccitabilità del 
SNC, agendo come regolatori allosterici positivi/negativi del recettore GABAA. Negli 
ultimi decenni, numerosi studi hanno dimostrato una relazione tra alterati livelli di 
neurosteroidi e disturbi psichiatrici, inclusi i disturbi d’ansia. In accordo con gli 
alterati livelli di neurosteroidi, sono stati documentati ridotti livelli di TSPO in 
pazienti con disturbi psichiatrici (Tab.2). La capacità di un ligando del TSPO di 
promuovere la neurosteroidogenesi e ripristinare concentrazioni di specifici 
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steroidi neuroattivi ha suggerito che il TSPO possa essere un promettente target 
farmacologico per il trattamento di disturbi psichiatrici (Costa, B. et al., 2012).  
 
Tabella 2. Livelli di espressione del TSPO in disturbi psichiatrici.  
Disturbo psichiatrico Livelli TSPO References 
Depressione bipolare con ansia di 
separazione dell’adulto 
 
Diminuiti 
Abelli, M. et al., 2010 
Depressione unipolare con ansia di 
separazione dell’adulto  
Diminuiti Chelli, B. et al., 2008 
Panico e ansia di separazione 
dell’adulto 
Diminuiti Pini. S. et al., 2005 
Fobia sociale generalizzata Diminuiti Johnson, M.R. et al., 
1998 
Disturbo post-traumatico da stress Diminuiti Gavish, M. et al., 1996 
Schizofrenia  Diminuiti Ritsner, M. et al., 2003 
Disturbo d’ansia generalizzato  Diminuiti Rocca, P. et al., 1991 
Disturbo ossessivo compulsivo Diminuiti Rocca, P. et al., 1991 
Attacchi di panico  Diminuiti Marazziti, D. et al., 
1994 
Comportamento suicida 
adolescenziale 
Diminuiti Soreni, N. et al., 1999 
 
 
A conferma di tale applicazione terapeutica dei ligandi del TSPO, il composto del 
TSPO XBD173 (Emapunil, AC-5216) ha dimostrato promettenti effetti ansiolitici 
(Rupprecht, R. et al., 2009; Kita, A. et al., 2004; Kita, A. et al., 2009). In particolare, 
test di laboratorio su animali e umani hanno mostrato che XBD173 produce, come 
le benzodiazepine, effetti ansiolitici a rapida insorgenza, tuttavia, senza indurre i 
tipici effetti collaterali delle benzodiazepine. A livello cellulare, il legame selettivo 
di XBD173 al TSPO, potenzia l’ampiezza e la durata delle correnti inibitorie post-
sinaptiche mediate dal GABA. A differenza del Diazepam, XBD173 non agisce 
direttamente sul recettore post-sinaptico GABAA ma è in grado di potenziarne 
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l’attività indirettamente tramite la stimolazione di neurosteroidi con attività 
allosterica positiva sul recettore GABAA. Questo potrebbe giustificare la mancanza 
degli effetti collaterali tipici delle benzodiazepine, quali sedazione e tolleranza. Ad 
oggi XBD173 ha superato i trial clinici di fase 2 (ClinicalTrials.gov 
identifier:NCT00108836).  
Sono stati testati altri ligandi del TSPO (Costa, B. et al., 2012) in vari modelli 
sperimentali in vivo, quali il Test EPM, il Test del conflitto di Vogel, per la loro 
attività ansiolitica ed hanno mostrato gli effetti riportati in Tab. 3.  
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Tabella 3. Effetti farmacologici di ligandi del TSPO. 
Modello animale Ligando Effetto farmacologico References 
Ratto deprivato delle 
ghiandole endocrine 
steroidogeniche e pre-
trattato con Trilostano 
FGIN-1-27 
FGIN-1-44 
Ridotta paura nel Test EPM Romeo, E. 
et al., 1993 
Ratto FGIN-1-27 Effetti ansiolitici nel Test 
EPM e nel Test del conflitto 
di Vogel 
Auta, J. et 
al., 1993 
Ratto (ligando micro-
iniettato nell’ippocampo 
dorsale) 
FGIN-1-27 Effetti ansiolitici nel Test 
EPM 
Bitran, D. 
et al., 2000 
Ratto deprivato delle 
ghiandole endocrine 
steroidogeniche e pre-
trattato con Trilostano 
PK11195 Nessun effetto sui livelli 
cerebrali di pregnenolone 
Romeo, E. 
et al., 1993 
Ratto deprivato  delle 
ghiandole endocrine 
steroidogeniche 
CB34, 
CB50 
CB54 
CB34 (iniezione intra-
peritoneale, 25 e 50 
mg/kg) ha suscitato effetti 
positivi nel Test del 
conflitto di Vogel 
Serra, M. 
et al., 1999 
Ratto DAA1097 
DAA1106 
Effetti ansiolitici nel Test 
EPM (somministrazione 
orale, 3 mg/kg) 
Okuyama, 
S. et al., 
1999 
Ratto XBD173 Effetti ansiolitici nel Test di 
Vogel (somministrazione 
orale, 0.1-3 mg/kg) 
Kita, A. et 
al., 2004 
Ratto, Topo  XBD173 Effetti ansiolitici nel Test 
EPM 
Rupprecht, 
R. et al., 
2009 
Topo XBD173 Effetti ansiolitici 
(somministrazione orale, 
0.1 mg/kg) 
Kita, A. et 
al., 2009 
Ratto M-PIGA Effetti ansiolitici nel Test 
EPM (iniezione intra-
peritoneale, 30 mg/kg) 
Costa, B. et 
al., 2010 
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1.5 “Residence Time” (RT)  
I programmi tradizionali di design e sviluppo di nuovi farmaci sono basati 
sull’affinità di legame e questo ha permesso di ottenere composti altamente affini 
al TSPO a cui però spesso non corrisponde un’elevata efficacia steroidogenica, 
determinando quindi scarsi effetti in vivo. Uno dei problemi più ricorrenti riguardo 
i ligandi del TSPO consiste nella mancanza di correlazione tra affinità di legame ed 
efficacia steroidogenica. Questo fenomeno ha limitato non solo l’identificazione di 
composti lead durante i programmi di drug discovery, ma ha anche messo in 
dubbio la specificità degli effetti osservati. Per questo motivo la ricerca si sta 
indirizzando verso lo sviluppo di nuovi modelli sperimentali in grado di fornire dati 
più predittivi sull’efficacia in vivo nelle prime fasi di studio di nuovi farmaci.  
Un ligando esercita il suo effetto solo quando è legato al target e quindi tale 
interazione è il principale responsabile dell’attività farmacologica. La valutazione 
quantitativa di questa interazione può avvenire in modo diretto, attraverso la 
misurazione dei parametri di equilibrio termodinamico come l’affinità di legame 
(Kd), o in modo indiretto, attraverso la misurazione degli effetti del ligando dovuti 
all’interazione con il target. Tali esperimenti prendono in considerazione un 
sistema chiuso, in cui le concentrazioni di ligando e target sono costanti e dove si 
ha una variazione della concentrazione di specie libera e legata man mano che il 
sistema raggiunge l’equilibrio. L’organismo però è un sistema aperto, nel quale le 
concentrazioni di ligando al sito recettoriale possono essere estremamente 
variabili a causa dei processi di assorbimento, distribuzione, metabolismo ed 
escrezione, e difficilmente vengono raggiunte le condizioni di equilibrio. Per questi 
motivi prevedere l’efficacia in vivo di nuove molecole basandosi esclusivamente su 
parametri ottenuti all’equilibrio può non essere sufficiente.  Studi recenti 
(Vauquelin, G. et al., 2010; Zhang, R. et al., 2009) hanno mostrato che l’affinità di 
un farmaco per il suo target non definisce direttamente la sua azione biologica e la 
sua efficacia in vivo, che possono invece essere correlate alla durata 
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dell’interazione tra il ligando e il suo target molecolare. Tale parametro è noto 
come “Residence Time” (RT) e corrisponde al reciproco della costante cinetica di 
dissociazione (Koff) (Copeland, R. A. et al., 2006). Il RT offre quindi un’indicazione 
dell’efficacia in vivo di un ligando in quanto integra in modo adeguato i parametri 
di legame di equilibrio. Si suppone infatti, che maggiore è il RT, maggiore è la 
durata della formazione del complesso ligando-recettore, maggiore sarà la durata 
dell’effetto biologico in vitro e in vivo.  
Dall’esame retrospettivo di cinquanta farmaci, approvati dalla FDA tra il 2001 e il 
2004, indirizzati a diversi target, circa il 70% delle molecole con lungo RT ha 
mostrato un’efficacia maggiore rispetto agli analoghi terapeutici con breve RT.   
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La capacità dei ligandi di stimolare la produzione di steroidi/neurosteroidi a 
seguito della loro interazione con TSPO, ha reso tale proteina un target 
farmacologico attrattivo per numerose condizioni patologiche, inclusi i disturbi 
d'ansia. Tuttavia, una delle problematiche ricorrenti che riguardano i ligandi del 
TSPO consiste nella scarsa relazione tra l'affinità di legame al TSPO (in termini del 
parametro termodinamico all’equilibrio Ki) e l'efficacia steroidogenica. Dal 
momento che, in altri sistemi biologici, sta emergendo che il tempo con cui un 
farmaco interagisce con il suo target, definito "Residence Time" (RT), si ripercuote 
direttamente sulla sua efficacia, lo scopo del presente lavoro di tesi è stato quello 
di esplorare se per i ligandi del TSPO, RT possa essere un parametro predittivo di 
efficacia steroidogenica e di attività ansiolitica. A tal fine sono stati testati ligandi 
del TSPO appartenenti alla classe chimica PIGAs e il candidato ansiolitico XBD173. I 
promettenti risultati ottenuti hanno suggerito di mettere a punto un metodo di 
screening rapido al fine di ottimizzare la selezione di ligandi del TSPO basata sul 
parametro RT. 
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3.1  Preparazione di membrane di rene e surrene di ratto 
Per l’ottenimento di membrane di rene e surrene di ratto, dopo l’espianto 
dell’organo e successivo sminuzzamento, è prevista la sospensione (in rapporto 
1:10) in un tampone contente:  
 Tris-HCl 50 mM (T50, pH 7.4) 
  Saccarosio 0.32 M 
  EDTA 1 mM  
 Inibitori delle proteasi (benzamidina 160 µg/ml, bacitracina 200 µg/ml e 
inibitori della tripsina 20 µg/ml) 
La sospensione viene quindi omogenizzata con Ultraturrax e centrifugata (600 x g, 
10 min, 4°C) per l’ottenimento di un sovranatante S1 che viene conservato e un 
pellet P1. Quest’ultimo viene sospeso a sua volta nel tampone (in rapporto 1:10) 
omogenizzato con Ultraturrax e centrifugato (600 x g, 10 min, 4°C). Da questa 
seconda centrifugazione otteniamo un sovranatante S2 che viene unito a S1, e un 
pellet P2 che viene scartato. La soluzione risultante dall’unione di S1 e S2 viene 
quindi sottoposta a centrifugazione (10000 x g, 10 min, 4°C) e porta 
all’ottenimento di un sovranatante S3 che viene scartato e un pellet P3 contente le 
membrane di interesse. P3 viene quindi sospeso in T50, omogenizzato con 
Ultraturrax, suddiviso in aliquote e conservato ad una temperatura di -20°C.  
 
3.2  Determinazione della concentrazione proteica 
Per determinare la concentrazione proteica nei campioni di membrane di rene o 
surrene di ratto è stato utilizzato il metodo Bio-Rad. Tale dosaggio è basato sul 
metodo colorimetrico di Bradford, molto utilizzato perché rapido, economico e  
sensibile, che prevede l’utilizzo dell’agente colorimetrico acido Coomassie Brilliant 
Blue G-250, che vira dal colore rosso al blu in seguito al legame con residui 
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amminoacidici basici in forma anionica (soprattutto Lys, Arg) con massima 
assorbanza a λ=595 nm. L’intensità della colorazione sviluppata è direttamente 
proporzionale alla concentrazione proteica nel campione. 
Il dosaggio proteico è stato effettuato in duplicato secondo il seguente schema:  
 Acqua Milli-Q Tampone (T50) Membrane Bio-Rad 
 Bianco 780 µl 20 µl - 200 µl 
Bianco1 780 µl 20 µl - 200 µl 
Campione 780 µl - 20 µl 200 µl 
Campione1 780 µl - 20 µl 200 µl 
 
La quantità di proteine del campione viene determinata dal valore di assorbanza. 
Tutti i campioni vengono letti allo spettrofotometro ad una lunghezza d’onda di 
595 nm e tramite la retta di taratura, precedentemente costruita utilizzando 
concentrazioni note di γ-globulina (Fig. 5), viene determinata la concentrazione 
proteica.   
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Figura 5. Retta di taratura costruita utilizzando concentrazioni note di γ-globulina.  
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3.3  Ligandi del TSPO testati nella presente tesi: PIGA, XBD173 
Nel presente lavoro di tesi sono stati testati ligandi sintetici del TSPO appartenenti 
alla classe dei ligandi PIGA (composti a struttura fenil-indol-gliossilammidica, 
sintetizzati presso il gruppo di ricerca diretto dal Prof. Federico Da Settimo, 
Dipartimento di Farmacia, Università di Pisa): PIGA720, PIGA839, PIGA1128, 
PIGA1136, PIGA1137, PIGA1138, PIGA1214. In Tab.4 sono riportate le strutture 
chimiche dei composti.  
 
 
 
 
 
Tabella 4. Strutture dei ligandi PIGA. (Primofiore, G. et al., 2004; Da Settimo, F. et al., 
2008; Barresi, E. et al., 2015).   
Ligando 
TSPO 
R1 R2 Ar Ki (nM) 
PIGA720 (CH2)2CH3 (CH2)5CH3 C6H5 1.40±0.28 
PIGA839 (CH2)3CH3 (CH2)3CH3 C6H4-4Cl 5.50±0.47 
PIGA1128 (CH2)2CH3 (CH2)3CH3 3-Thienyl 0.31±0.02 
PIGA1136 (CH2)3CH3 (CH2)3CH3 2-Naphtyl 0.53±0.06 
PIGA1137 CH3 (CH2)3CH3 2-Naphtyl 0.56±0.06 
PIGA1138 CH3 (CH2)4CH3 2-Naphtyl 0.34±0.03 
PIGA1214 (CH2)5CH3 (CH2)5CH3 C6H4-4-COOH 343.01±15.94 
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Nel presente lavoro di tesi è stato testato anche il promettente candidato 
ansiolitico XBD173 (Fig. 6).  
 
Figura 6. Struttura di XBD173 (Emapunil, AC-5216), N-benzyl-N-ethyl-2-(7,8-dihydro-7-
methyl-8-oxo-2-phenyl-9H-purin-9-yl)acetamide. 
 
3.4 Saggio di spiazzamento e saggio cinetico di associazione 
competitiva di ligandi non radiomarcati del TSPO 
I saggi cinetici di associazione competitiva sono stati effettuati utilizzando 
membrane di rene e surrene di ratto, conservate a -20°C.  
Tutti gli esperimenti sono stati condotti seguendo le linee guida del Consiglio 
Direttivo della Comunità Europea 86-609 e approvate dal Comitato per la 
sperimentazione animale dell’Università di Pisa.  
Per tutti i saggi di binding radioattivo, un’aliquota di membrane è stata scongelata, 
sospesa nel tampone (Tris-HCl 50 mM, pH 7.4) e omogenizzata con Ultraturrax. Il 
contenuto di proteine nell’omogenato ottenuto è stato determinato con il metodo 
di Bradford.  
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3.4.1 Saggio di spiazzamento 
Per il saggio di spiazzamento gli omogenati di membrane (20 µg di proteine 
derivate dal rene e 4.5 µg di proteine derivate dal surrene) sono state incubate con 
concentrazioni crescenti di ligando e con [3H]PK11195 1 nM (85.7 µCi/nmol attività 
specifica) nel tampone per un volume finale di 500 µL, per 90 min a 0°C. Il legame 
non specifico del [3H]PK11195 è stato determinato in presenza di PK11195 1 µM. 
Trascorso il tempo di incubazione, i campioni sono stati filtrati sotto vuoto con 3 
mL di tampone freddo, utilizzando filtri in fibra di vetro GF/C. Successivamente 
sono stati effettuati tre lavaggi e la radioattività intrappolata sul filtro è stata 
misurata tramite contatore a scintillazione liquida (Top Count; Perkin Elmer Life 
and Analytical Sciences; 65% di efficienza).  
La concentrazione di ligando non marcato che inibisce il legame del [3H]PK11195 
(valore di IC50) è stato ottenuta da curve di inibizione ed è stato convertito in 
valore di Ki utilizzando l’equazione di Cheng e Prusoff.  
 
Ki = 
IC50
1+
[L]
Kd
 
 
3.4.2 Saggio di associazione competitiva 
I parametri cinetici dei ligandi non radiomarcati del TSPO sono stati determinati 
utilizzando il saggio di associazione competitiva, basato sul modello teorico 
matematico di Motulsky e Mahan. A differenza dei metodi nei quali un composto 
viene pre-equilibrato con il target, questo approccio prevede la simultanea 
addizione di radioligando e competitore (ligando non radiomarcato) alla 
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preparazione contenente il target di interesse, in modo tale che al t=0 il sito di 
legame non sia occupato.  
Il [3H]PK11195 (circa 30 nM, attività specifica 21.4 µCi/nmol) è stato quindi 
aggiunto contemporaneamente al competitore (ad una concentrazione pari a tre 
volte il valore di Ki) agli omogenati di membrane (30 µg di proteine derivate da 
rene e 7 µg di proteine derivate da surrene) nel tampone in un volume finale di 
500 µl. Il legame non specifico del [3H]PK11195 è stato determinato in presenza di 
PK11195 1 µM. Il legame al TSPO del radioligando è stato determinato a vari tempi 
per filtrazione e misurazione tramite il contatore a scintillazione liquida.  
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3.5  Linea cellulare C6 e condizioni di coltura 
 
 
Figura 7. Cellule di glioma di ratto C6. (immagine adattata da www.phe-
culturecollections.org.uk) 
 
La linea cellulare C6 (Fig. 7), derivante da cellule di glioma di ratto, è stata coltivata 
utilizzando il mezzo di coltura DMEM integrato con il 10% di siero fetale bovino, L-
glutammina 2M, penicillina 100U/ml e streptomicina 100 µg/ml. Le colture cellulari 
sono state mantenute in atmosfera umidificata con il 5% di CO2 e il 95% di aria a 
37°C.   
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3.6  Misurazione dei livelli di pregnenolone mediante saggio ELISA 
Per la determinazione quantitativa del pregnenolone è stato utilizzato il test 
immunoenzimatico ELISA (Fig. 8). Tale metodo si basa sulla competizione tra un 
antigene non marcato e un antigene marcato con un enzima per un limitato 
numero di siti di legame dell’anticorpo presente sul fondo dei pozzetti di una 
piastra multiwell. Le procedure di lavaggio permettono la rimozione del materiale 
non legato. Al termine di tali lavaggi, viene addizionato il substrato dell’enzima in 
modo da innescare la reazione enzimatica che porta alla formazione di un prodotto 
colorato. Tale reazione termina per addizione di una Stop Solution. Viene quindi 
misurata l’assorbanza allo spettrofotometro. L’intensità della colorazione 
sviluppata sarà inversamente proporzionale alla concentrazione di pregnenolone 
nel campione che viene determinata grazie ad un set di standard che permettono 
di ottenere una retta di taratura. Una maggiore concentrazione di pregnenolone 
diminuirà la probabilità che l’antigene coniugato con l’enzima si leghi all’anticorpo 
presente sul fondo del pozzetto e quindi minore sarà la produzione del composto 
colorato rilevato allo spettrofotometro.  
Per determinare la quantità di pregnenolone prodotto sono state utilizzate cellule 
di glioma di ratto C6, seminate in un multiwell da 96 pozzetti alla densità di 105 
cellule/well. È stato quindi seguito il seguente protocollo:  
 È stato aspirato il mezzo di coltura dai pozzetti del multiwell contenenti le 
cellule C6; 
 È stato effettuato un lavaggio con 100 µl di soluzione A, precedentemente 
riscaldata, che è stato quindi aspirata; 
Soluzione A:  
NaCl 140 mM, KCl 5 mM, CaCl2 1.8 mM, MgSO4 1 mM, glucosio 10 mM, HEPES-
NaOH 10 mM (pH 7.4) 
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 Sono stati aggiunti 59.4 µl di soluzione C ad ogni pozzetto; 
Soluzione C: 
Soluzione B + inibitori del metabolismo del pregnenolone quali Trilostano (25                                
µM) e SU10603 (10 µM). Nello specifico, il primo inibisce l’enzima 3β-
idrossisteroide deidrogenasi, il secondo l’enzima 17α-idrossilasi.  
 Soluzione B: 
100 µl Soluzione A+ 0.1% di albumina sierica bovina (BSA) 
 Sono stati aggiunti 0.6 µl di ligando da testare; 
 Le cellule sono state incubate per 2h a 37°C con una pressione parziale di 
CO2 pari al 5%; 
 In pozzetti separati forniti nel kit sul cui fondo è adeso l’anticorpo specifico 
per il pregnenolone sono stati inseriti:  
-50µl di campione  
-50µl di soluzione C  
-50µl di soluzione B  
-50µl di Pregnenolone Calibrators (soluzioni standard a concentrazione nota 
di pregnenolone, necessarie per costruire la retta di taratura per 
determinare la concentrazione incognita nei campioni) 
 In ciascun pozzetto sono stati aggiunti 100µl di Pregnenolone Horseradish 
Peroxidase (HRP) Conjugate (antigene coniugato con l’enzima) e la piastra è 
stata posta in agitazione per 1 h su oscillatore basculante; 
 Dopo 3 lavaggi con Wash Buffer a ciascun pozzetto è stato aggiunto150 µl  
di TMB Substrate e lasciati in incubazione per 10 minuti fino allo sviluppo di 
una colorazione blu nei pozzetti contenenti gli standard; 
 Sono stati quindi aggiunti 50 µl di Stop Solution ed è stata effettuata la 
lettura allo spettrofotometro alla lunghezza d’onda di 450 nm.  
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L’addizione di PK11195, composti PIGA e XBD173 alle cellule C6 è stata effettuata 
per completo cambio del mezzo salino con un mezzo contenente concentrazioni 
crescenti dei composti in un range tra 100 nM e 100 µM. Per quanto riguarda 
XBD173 la massima concentrazione testata è stata 40 µM (data la sua insolubilità a 
100 µM). La concentrazione finale del veicolo (DMSO o etanolo) era la stessa per 
tutti i campioni e inferiore allo 0.5% (v/v) in modo tale da non influenzare la 
produzione di steroidi.  
 
Figura 8. Scema Test Immunoenzimatico ELISA di tipo competitivo. (adattata da 
www.mouseclic.de) 
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3.7  Elevated Plus Maze 
L’Elevated Plus Maze (EPM, labirinto a croce elevato) è un test sperimentale 
utilizzato per lo studio dell’emozionalità di roditori, quali ratti e topi. Grazie anche 
alla sua facilità di esecuzione è il test comportamentale maggiormente utilizzato 
nello studio di farmaci per il trattamento dei disturbi d’ansia. Questo test sfrutta il 
conflitto del roditore tra l’avversione per gli spazi aperti e l’istinto di esplorare 
ambienti nuovi.  
 
 
Figura 9. Test in vivo Elevated Plus Maze (adattata da www.augusta.edu) 
 
Il Test EPM (Fig. 9) consiste in un apparato dalla forma a croce, da cui deriva il 
nome, formato da due bracci aperti e due bracci chiusi, sollevato dal pavimento di 
circa 40-70 cm. Una bassa latenza alla prima visita in uno dei bracci aperti e un 
aumento del tempo trascorso in questi bracci, rispetto ai bracci chiusi, 
rappresentano un buon indice di bassi livelli di ansia.  
Il test inizia ponendo l’animale al centro del labirinto e lasciandolo libero di 
esplorare l’apparato per 5 minuti durante i quali la sessione viene videoregistrata 
per mezzo di una telecamera posta sopra l’apparato. Successivamente il 
comportamento dei soggetti sperimentali viene analizzato e quantificato tramite 
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l’utilizzo di software dedicati. Comportamenti considerati indicativi dello stato 
emozionale dell’animale sono: latenza, frequenza e durata delle visite nei bracci 
aperti e chiusi. Il numero totale di ingressi nei bracci è utilizzato come indice 
generale di attività. Altri comportamenti osservabili in questo test che possono 
suggerire una maggiore o minore “disinibizione” del soggetto sperimentale sono i 
cosiddetti comportamenti (esplorativi) di valutazione del rischio (risk assessment).  
L’EPM è frequentemente utilizzato nell’industria farmaceutica per lo studio di 
farmaci modulatori dei livelli di ansia; infatti, in seguito alla somministrazione di 
sostanze dalle caratteristiche ansiolitiche, è possibile osservare una diminuzione di 
comportamenti quali la latenza e un aumento della frequenza di esplorazione dei 
bracci aperti e della durata di permanenza in essi. Viceversa farmaci che provocano 
effetti opposti possono essere considerati ansiogeni.   
 
3.8  Analisi dei dati 
Tutti gli esprimenti sono stati analizzati sia con una regressione lineare che non 
lineare utilizzando Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA). La 
correlazione dei dati è stata analizzata con il test statistico di Pearson. 
I parametri della velocità di associazione e dissociazione dei vari ligandi testati, non 
radiomarcati, sono stati determinati utilizzando come modello il saggio di “binding 
cinetico di associazione competitiva”.  
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In tale modello, per derivare i valori di K3 e K4 sono stati utilizzati i valori di K1 e K2, 
rispettivamente Kon e Koff di [
3H]PK11195, tramite l’equazione: 
 
[RL] = 
NK1 [L]
KF-Ks
 [ K4(KF-Ks)
KFKS
 + 
(K4-KF)
KF
 exp (-KFt) - 
(K4-KS)
KS
 exp (-KSt)] 
KF = 0.5 [ (KA + KB + √(KA-KB)2+4K1K3[L][I] )] 
KS = 0.5 [ (KA + KB + √(KA-KB)2+4K1K3[L][I] )] 
KA = K1 [L] + K2 
KB = K3 [I] + K4 
 
Dove: [RL] indica il complesso recettore–radioligando, come legame specifico del 
[3H]PK11195 (fmol/mg di proteine); 
[L] indica la concentrazione del [3H]PK11195 usata (nM); 
[I] indica la concentrazione del ligando non radiomarcato (nM); 
t indica il tempo (min); 
N indica la concentrazione totale di TSPO (fmol/mg di proteine); 
K1 e K2 indicano rispettivamente la Kon (M
-1 · min-1) e la Koff (min
-1) del [3H]PK11195 
determinate da saggi di associazione; 
K3 indica il valore di Kon del ligando non radiomarcato (M
-1 · min-1); 
K4 indica il valore di Koff del ligando non radiomarcato (min
-1); 
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Per il modello di screening, il primo “time point” (t1) è stato fissato come tempo in 
cui il legame del radioligando ha raggiunto l’equilibrio, cioè quando si ha il 99.5% 
del legame, definito con la seguente equazione: 
 
t1=8  ln2/(Kon [radioligando]+Koff) 
 
Il secondo “time point” (t2) viene arbitrariamente stabilito ad un tempo 
sufficientemente lungo da permettere al ligando il raggiungimento del plateau.  
Il valore di KI (indice cinetico) è stato calcolato dividendo il legame specifico del 
radioligando misurato al tempo t1 per il suo legame al tempo t2 in presenza di un 
competitore non marcato.    
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4.1 Determinazione del parametro “Residence Time” per ligandi 
del TSPO 
L’obiettivo del presente lavoro di tesi è stato quello di determinare, per ligandi del 
TSPO, il valore di Residence Time (RT) e valutare la potenziale correlazione di tale 
parametro con l’efficacia steroidogenica in vitro.  
Nel laboratorio di ricerca presso cui ho svolto la tesi, era stato precedentemente 
messo a punto un metodo cinetico per la determinazione di RT di ligandi del TSPO, 
chiamato “saggio di associazione competitiva” (Costa, B. et al, 2016), basato sul 
modello matematico teorico di Motulsky e Mahan (Motulsky, H. J. & Mahan, L. C., 
1984). Tale metodo prevede la valutazione nel tempo della competizione di un  
ligando del TSPO non radiomarcato con il radioligando [3H]PK11195, usato come 
probe selettivo per TSPO, aggiunti simultaneamente alla preparazione biologica di 
interesse. Come modello sperimentale, sono state utilizzate membrane 
comunemente impiegate nei saggi di binding con il radioligando [3H]PK11195 e 
derivate dal rene di ratto, un tessuto ricco in TSPO. Questo esperimento permette 
di ricavare le costanti di associazione (Kon) e dissociazione (Koff) del ligando non 
radiomarcato; dalla Koff può essere ricavato il valore di RT, essendo quest’ultimo il 
reciproco di Koff.   
Nel presente lavoro di tesi, come primo step è stato determinato il valore di RT dei 
seguenti ligandi di nuova sintesi appartenenti alla classe delle indol-gliossil-ammidi 
(PIGA) : PIGA720, PIGA839, PIGA1128, PIGA1136, PIGA1137, PIGA1138, PIGA1214. 
In parallelo è stato testato anche il ligando PK11195 impiegato come standard di 
riferimento. Tutti i ligandi sono stati testati alla concentrazione corrispondente a 
tre volte il loro valore di Ki, poiché tale concentrazione è stata precedentemente 
stimata come ottimale per l’esecuzione del saggio cinetico di associazione 
competitiva. Per i ligandi testati i valori di Ki erano già stati stimati e pubblicati 
(Costa, B. et al, 2016, Da Pozzo, E. et al, 2016).  
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In Fig.10 sono riportate le curve cinetiche rappresentative ottenute con due dei 
composti PIGA testati.  
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Figura 10. Saggio cinetico di associazione competitiva di ligandi del TSPO. Curve 
rappresentative ottenute utilizzando una concentrazione pari a tre volte il valore di Ki dei 
ligandi PIGA720 e PIGA1138. La valutazione è stata effettuata utilizzando membrane di 
rene di ratto.  
 
In accordo con i precedenti dati riportati in letteratura (Costa, B., et al, 2016), 
l’analisi dei risultati, ha portato all’identificazione di due modelli di legame al sito 
del [3H]PK11195 a seconda del tempo di residenza del ligando competitore usato:  
 se il competitore si dissocia più velocemente del radioligando dal target, il 
legame specifico del radioligando in presenza del competitore aumenta 
gradualmente fino al raggiungimento dell’equilibrio;  
 se invece il competitore si dissocia più lentamente del radioligando, la curva 
di associazione del radioligando consiste in due fasi: il legame specifico del 
radioligando in presenza del competitore aumenta gradualmente, tuttavia 
ad un certo tempo “supera” l’equilibrio per poi diminuire fino al 
raggiungimento dell’equilibrio.  
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Come si può osservare dai grafici, il composto PIGA720 (Fig. 10A) mostra un profilo 
di più rapida dissociazione rispetto al radioligando, che corrisponde ad un breve 
valore di RT (Kon = 2.18 x 10
7 M-1·min-1;  Koff = 0.039 min
-1; RT=26 min); al contrario il 
composto PIGA1138 (Fig. 10B) mostra un profilo di più lenta dissociazione rispetto 
al radioligando che corrisponde ad un lungo valore di RT (Kon = 4.30 x 10
7 M-1·min-1; 
Koff = 0.007 min
-1; RT=141 min).  
In Tab. 5 sono riportati i risultati ottenuti per i ligandi PIGA testati e PK11195: 
 
Ligando TSPO Kon 
(M-1 · min-1) 
Koff  
(min-1) 
RT = 1/Koff 
(min) 
PIGA720 2.18 ± 0.29 x 107  0.039 ± 0.004 26 ± 2 
PIGA839 1.69 ± 0.27 x 106  0.009 ± 0.001 109 ± 4 
PIGA1128 8.10 ± 0.36 x 107  0.018 ± 0.001 55 ± 2 
PIGA1136 2.52 ± 0.21 x 107  0.018 ± 0.001 56 ± 4 
PIGA1137 3.56 ± 0.30 x 107  0.019 ± 0.002 54 ± 3 
PIGA1138 4.30 ± 0.30 x 107  0.007 ± 0.001 141 ± 4 
PIGA1214 9.05 ± 0.51 x 104   0.030 ± 0.004 39 ± 2 
PK11195 9.30 ± 0.94 x 106  0.029 ± 0.003 34 ± 3 
 
Tabella 5. Parametri cinetici dei ligandi del TSPO ottenuti da saggio cinetico di 
associazione competitiva. Valori di Kon, Koff e RT di ligandi PIGA e PK11195. I Valori sono 
medie ± SEM di tre esperimenti condotti in duplicato.  
 
La valutazione di RT è stata inoltre effettuata per XBD173, ligando del TSPO che ha 
dimostrato promettenti attività ansiolitiche non solo in modelli animali ma anche 
nell’uomo (Clinical Trials. gov identifier: NCT 00108836; Rupprecht, R. et al., 2009; 
Kita, A. et al., 2004, Kita, A. et al., 2009).  
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Anche in questo caso è stato eseguito il saggio cinetico di associazione competitiva 
utilizzando una concentrazione di XBD173 pari a tre volte il valore della sua Ki. Il 
valore di Ki di XBD173 è stato misurato nelle membrane di rene di ratto ed è 
risultato di 2.41 nM, in accordo con i dati riportati in letteratura (Ki = 3.04 nM) e 
ricavati utilizzando cellule di glioma di ratto C6 (Zhang, L. et al., 2014).   
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Parametri cinetici tramite saggio di associazione competitiva. Le figure 
mostrano curve cinetiche di associazione competitiva di XBD173 e di PK11195 ottenute 
testando una concentrazione di ligando pari a tre volte il valore di Ki. La valutazione è 
stata effettuata in membrane di rene di ratto.  
 
Per XBD173, l’analisi dei dati ottenuti ha evidenziato i seguenti parametri di Kon e 
Koff : Kon = 1.23 x 10
7 M-1 · min-1, Koff= 0.0079 min
-1. Il valore di RT calcolato è stato 
di 127 min, risultando quindi un composto con un lungo RT (Fig. 11A). In Fig. 11 è 
riportata anche la curva cinetica di associazione competitiva per PK11195 (Fig. 
11B), impiegato come ligando del TSPO di riferimento (Kon = 9.30 x 10
6 M-1 · min-1 , 
Koff = 0.0029 min
-1 , RT = 34 min).  
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Per verificare se il dato ottenuto utilizzando membrane di rene di ratto potesse 
essere esteso ai tessuti steroidogenici, i saggi di binding sono stati condotti 
utilizzando membrane di surrene di ratto. Inizialmente è stato determinato il 
valore di Ki di XBD173, ottenendo un valore pari a 2.2 nM. Successivamente, 
testando il composto alla concentrazione pari a tre volte la sua Ki, è stata 
effettuata la cinetica di associazione competitiva che ha dimostrato valori di 
parametri cinetici sovrapponibili a quelli trovati nelle membrane di rene di ratto 
(Kon= 1.15 x 10
7 M-1 · min-1, Koff= 0.0083 min
-1, RT= 120 min) (Fig. 12).  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Parametri cinetici XBD173. Curva rappresentativa di XBD173 ottenuta tramite 
saggio cinetico di associazione competitiva (testando una concentrazione pari a tre volte 
la Ki) utilizzando membrane di surrene di ratto.  
 
Tale risultato suggerisce che il dato ottenuto utilizzando membrane di rene di ratto 
può essere applicato ai “classici” tessuti steroidogenici.  
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4.2  Efficacia steroidogenica dei ligandi del TSPO 
L’efficacia steroidogenica (Emax) dei ligandi del TSPO testati è stata misurata in 
termini di produzione di pregnenolone in vitro, utilizzando cellule di glioma di ratto 
C6 come modello steroidogenico. Le cellule sono state trattate con concentrazioni 
crescenti di ligando a tempi di incubazione fissi (2h), in presenza degli inibitori 
dell’ulteriore metabolismo del pregnenolone Trilostano e SU10603 e la quantità di 
pregnenolone rilasciata nel mezzo “serum-free” è stata determinata con il test 
immunoenzimatico ELISA. In Fig.13 sono riportati gli effetti steroidogenici dose-
dipendenti di composti con lungo RT (Fig. 13A) e con breve RT (Fig. 13B). 
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Figura 13. Efficacia steroidogenica dei composti testati. A) Effetti steroidogenici dose-
dipendenti di composti con lungo RT. B) Effetti steroidogenici dose-dipendenti di composti 
con breve RT. 
 
Per ciascun ligando è stata determinata l’efficacia massima, corrispondente al 
valore di Emax, relativa alla più alta concentrazione testata. Tale valore è stato 
determinato alla concentrazione di 100 µM per i ligandi PIGA, nel caso del ligando 
XBD173 la massima concentrazione testata è stata di 40 µM a causa della sua 
insolubilità alla concentrazione di 100 µM.   
La quantità di pregnenolone prodotto è stata determinata rispetto al controllo 
(campione trattato solo con DMSO) che rappresenta la produzione basale di 
pregnenolone (fissando tale valore al 100% della produzione).  Al fine di effettuare 
un’analisi comparativa tra i ligandi testati, è stato condotto il confronto tra i valori 
di Emax ottenuti alla concentrazione di 40 µM. I valori ottenuti, riportati in Tab.6, 
sono il risultato di tre esperimenti effettuati in duplicato.  
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Tabella 6. Valori di Emax di ligandi del TSPO. L’efficacia steroidogenica (Emax) corrisponde 
alla quantità di pregnenolone rilasciata da cellule C6 di glioma di ratto a seguito 
dell’esposizione per 2h con ligandi PIGA o XBD173 o con lo standard di riferimento 
PK11195.   
Ligando 
TSPO 
Emax (a 40 µM)  
(veicolo 100%) 
PIGA720 133 ±3 
PIGA839 249 ± 7 
PIGA1128 159 ± 2 
PIGA1136 164 ± 2 
PIGA1137 208 ± 5 
PIGA1138 266 ± 7 
PIGA1214 116 ±5 
XBD173 245 ± 17 
PK11195 148 ±6 
 
 
Tra i ligandi testati, i composti PIGA839, PIGA1137, PIGA1138 e XBD173 sono 
risultati altamente steroidogenici, con il composto PIGA1138 che è risultato avere 
la maggiore efficacia (Emax di 266%) mentre i composti PIGA720, PIGA1128, 
PIGA1136, PIGA1214 e PK11195 sono risultati poco steroidogenici, con il composto 
PIGA720 che è risultato avere la minore efficacia (Emax di 133%).  
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4.3 Analisi di correlazione tra RT ed efficacia steroidogenica dei 
ligandi del TSPO 
Al fine di determinare se l’efficacia steroidogenica dei ligandi del TSPO potesse 
essere messa in relazione al “tempo di residenza” o all’affinità, di legame sono 
state effettuate due analisi di correlazione:  
1) tra il valore di Emax e il logaritmo del parametro RT 
2) tra il valore di Emax e il logaritmo del parametro Ki 
 I risultati delle analisi di correlazione sono riportati in Fig.14.  
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Figura 14. Analisi di correlazione tra efficacia steroidogenica e i parametri di legame (RT 
e Ki) dei ligandi del TSPO. A) Analisi di correlazione tra Emax e log Ki. B) Analisi di 
correlazione tra Emax e log RT.  
 
Come si può osservare dal grafico riportato in Fig. 14A, l’efficacia steroidogenica 
(Emax) non è risultata significativamente correlata con il logaritmo di Ki (Pearson r=-
0.2742; P=0.4752; r2=0.07520). Al contrario, Emax è correlata in maniera altamente 
significativa con il logaritmo di RT (Pearson r=0.9491; P<0.0001; r2=0.9008) (Fig. 
14B).  
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4.4 Sviluppo di un metodo di screening cinetico per i ligandi del 
TSPO 
Nonostante il saggio di associazione competitiva messo a punto sia stato 
semplificato, mediante l’utilizzo di una singola concentrazione di competitore, 
rispetto al metodo “tradizionale”, che prevede l’utilizzo di tre concentrazioni, tale 
saggio risulta comunque laborioso e dispendioso. Quindi, per ottimizzare la 
selezione di ligandi lead del TSPO basata sul parametro RT, è stato messo a punto 
un metodo di screening più rapido. 
Questo nuovo approccio prevede la valutazione del legame specifico del 
[3H]PK11195 in presenza di un competitore non marcato, a soli due tempi di 
incubazione (t1 e t2) rendendolo adatto allo screening di un gran numero di ligandi 
del TSPO (Fig.15).  
Sono stati analizzati i dati cinetici ottenuti da vari ligandi PIGA (PIGA720, PIGA839, 
PIGA1128, PIGA1136, PIGA1137, PIGA1138, PIGA1214), il ligando classico PK11195 
e XBD173, prendendo in considerazione il legame specifico del radioligando ai due 
tempi di incubazione:  
 t1 corrisponde al tempo di incubazione nel quale il legame del radioligando 
raggiunge l’equilibrio in assenza del competitore ed è stato fissato a 25 min.  
 t2 corrisponde al tempo di incubazione sufficientemente lungo da 
equilibrare il radioligando e il competitore al target ed è stato fissato a 120 
min.  
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Figura 15. Metodo di screening cinetico per determinare l’indice cinetico di ligandi del 
TSPO. A) Curva in assenza di competitore. B) Curva in presenza di competitore con RT 
maggiore rispetto al radioligando. C) Curva in presenza di competitore con RT uguale o 
minore rispetto al radioligando.  
 
Per ciascun composto è stato calcolato il rapporto del legame specifico a t1 e t2, 
indicato come indice cinetico (kinetic index, KI).  
KI = 
t1
t2
 
 
Nel caso in cui il competitore si dissocia in modo simile o più velocemente del 
radioligando, il valore di KI sarà pari o minore di 1; se invece il competitore si 
dissocia più lentamente del radioligando, sarà maggiore di 1.  
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Figura 16. Indice cinetico dei ligandi del TSPO testati. L’Indice cinetico (KI) è mostrato 
come valore medio di tre esperimenti separati.  
 
Come si osserva dalla Fig.16, i valori di KI risultano ≤1 per i ligandi PIGA720, PIGA 
1214, PIGA1136, PK11195  e ciò suggerisce una più rapida dissociazione dal target 
rispetto al [3H]PK11195; risultano invece > 1 per i ligandi PIGA839, PIGA1128, 
PIGA1137, PIGA1138, XBD173 indicando la loro più lenta dissociazione dal TSPO.  
Coerentemente con tali risultati, i ligandi del TSPO con valori di KI ≤1 o >1 hanno 
mostrato valori di RT, rispettivamente, più brevi e più lunghi comparati con il 
[3H]PK11195 (vedi Tab.5).  
Sebbene questo metodo di screening non permetta di quantificare il valore di RT, 
può predire se un ligando presenterà lungo o breve RT. Nel caso in cui un ligando 
presenti un indice cinetico >1, potrà essere selezionato e analizzato con il saggio 
cinetico di associazione competitiva al fine di determinarne il valore di RT.  
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Figura 17. Analisi di correlazione di KI con pKon e pKoff 
 
L’analisi di correlazione tra l’indice cinetico e il parametro cinetico di associazione 
(Kon) e dissociazione (Koff) ha evidenziato i seguenti risultati:  
1) nessuna correlazione significativa tra KI e il logaritmo negativo di Kon 
(Pearson r=-0.3920, P= 0.2967; r2=0.1537) (Fig. 17A). 
2) una correlazione altamente significativa tra KI e il logaritmo negativo di Koff 
(Pearson r= 0.9605; P<0.0001; r2= 0.9226) (Fig. 17B). 
Questi risultati suggeriscono che l’indice cinetico è un buon valore per predire la 
Koff di un ligando del TSPO e di conseguenza il suo RT.    
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4.5  Analisi dell’attività ansiolitica di ligandi PIGA 
In collaborazione con un gruppo di ricerca di farmacologi dell’Università di Cagliari, 
è stato effettuato il test Elevated Plus Maze (EPM) per verificare i potenziali effetti 
ansiolitici di due ligandi PIGA con differenti profili di permanenza al TSPO 
(PIGA1138 con lungo RT e PIGA720 con breve RT). A tale scopo i composti 
PIGA1138 e PIGA720 sono stati somministrati in ratti alla dose di 30 mg/kg per via 
intra-peritoneale.  
Sono stati misurati vari parametri includenti la durata di permanenza degli animali 
sia nei bracci aperti che chiusi del labirinto (Fig.18). 
 
 
Figura 18. Test EPM. Durata permanenza degli animali nei bracci aperti del labirinto, dose 
somministrata 30 mg/kg per via intra-peritoneale. 
 
In tale modello sperimentale, il composto PIGA1138, è risultato con attività 
ansiolitica, come dimostrato dalla significativa durata di permanenza degli animali 
nei bracci aperti del labirinto. Al contrario, il composto PIGA720, non ha 
evidenziato la capacità di determinare effetti ansiolitici.  
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4.6  Conclusioni 
I dati ottenuti nel presente lavoro di tesi hanno permesso di classificare i ligandi 
testati in ligandi a breve e lungo tempo di permanenza (RT) al sito di legame del 
[3H]PK11195. Sono risultati appartenenti alla prima categoria il composto PIGA720, 
PIGA1136 e PIGA1214 mentre i composti PIGA839, PIGA1128, PIGA1137, 
PIGA1138, XBD173 alla seconda categoria.  
Mediante l’uso dei ligandi del TSPO è stato possibile evidenziare una correlazione 
positiva altamente significativa tra il tempo che un ligando spende a contatto con il 
TSPO e la sua capacità di stimolare la steroidogenesi, suggerendo che il RT possa 
essere usato come nuovo parametro in vitro predittivo di efficacia steroidogenica.  
Per quanto riguarda l’aspetto terapeutico, questo nuovo concetto apre la strada 
all’identificazione di farmaci attivi sul TSPO con una promettente attività 
ansiolitica. A sostegno di tale ipotesi, il composto PIGA1138, caratterizzato da un 
lungo RT al TSPO e alta capacità steroidogenica, ha evidenziato un effetto 
ansiolitico nel modello dell’EPM.   
Negli ultimi anni, la comunità scientifica ha rivolto l’attenzione a questo genere di 
composti per il trattamento di disordini psichiatrici, tra cui disturbi dell’ansia, 
depressione e schizofrenia, in quanto tali molecole hanno mostrato una rapida 
azione ansiolitica senza i tipici effetti indesiderati delle benzodiazepine, quali 
sedazione e tolleranza (Yoshimura, R. F., et al., 2014). Questa strategia quindi apre 
la strada allo sviluppo di ligandi del TSPO come nuova classe di farmaci ansiolitici 
con favorevoli profili di  sicurezza e tollerabilità. A differenza delle benzodiazepine 
che agiscono come modulatori diretti del recettore GABAA, i ligandi del TSPO 
aumentano la trasmissione GABAergica attraverso la promozione della sintesi di 
neurosteroidi, considerati le più potenti molecole endogene dell’attività del 
recettore GABAA. 
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La messa a punto del metodo di screening che richiede due soli tempi di 
incubazione per testare ciascun ligando, aumenta notevolmente l’efficienza della 
selezione di tali molecole. Anche se in questo modo non è possibile quantificare 
esattamente il RT, tramite l’indice cinetico possiamo classificare un ligando come 
avente lungo o breve RT al sito di legame del [3H]PK11195. Successivamente per 
quantificare il RT di un ligando di interesse può essere eseguito un saggio cinetico 
di associazione competitiva.  
Questa strategia consente di ottimizzare lo screening dei ligandi del TSPO basata 
sul RT durante i programmi di drug discovery, permettendo una riduzione dei 
tempi e dei costi della ricerca.   
In conclusione, i risultati ottenuti indicano che il valore di RT è un parametro 
migliore per stimare l’efficacia steroidogenica di un ligando del TSPO rispetto al 
parametro di equilibrio termodinamico Ki. Questi dati, in combinazione con la 
futura disponibilità di un database di valori di RT, aprono la via all’ottimizzazione 
dei ligandi del TSPO come promettenti strumenti terapeutici.  
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